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目前，共 21 个 WSSV 极早期基因得到了鉴定。然而，其中大多数基因的转
录调控机制依然未知。本文针对 18 个极早期基因 5’端序列进行转录活性分析，
鉴定得到 8 个启动子功能区。我们通过 5’ RACE 实验测定了这些具有启动子功
能区的极早期基因的转录起始位点。这些极早期基因启动子在转录起始位点上游
约 30bp 几乎都具有 TATA box，而 wsv051，wsv108 和 wsv465 的转录起始位点具
有节肢动物转录起始保守元件（A/C/T）CA(G/T)T。 
为了鉴定参与转录调控的启动子核心元件，我们构建了一系列极早期基因启
动子（包括 P051, P056, P083, P108, P249, P403 和 P465）分段缺失突变质粒。所
有缺失 TATA box 的突变，启动子活性都降低至阴性水平。TATA box 在转录起始
中的必要性证明宿主的 RNA 聚合酶Ⅱ参与了 WSSV 极早期基因的表达。此外，
除了 TATA box 以外的一些启动子缺失突变也同样导致启动子活性的明显下降，
包括 P051 的-625/-436 区域，P056 的-419/-285 区域，P083 的-475/-384 区域，P403
的-278/-178 区域，P465 的-264/-187 区域。P249 突变缺失-554/-331，-330/-221
和-220/-151 导致启动子活性从 100%分别降低至 83%，63%和 28%。CRE 转录调
控元件（TGACGTCA）在多个 WSSV 极早期基因启动子功能区存在。针对这些
CRE 位点特异性突变实验证明，突变后的 P403 和 P465 的启动子活性大幅度降

















厦门大学博士学位论文                                                                   摘要                                                                                                                         
 2 
Abstract 
White spot syndrome virus (WSSV) is one of the major pathogens of cultured 
shrimp. WSSV IE genes are the first class of viral genes expressed after primary 
infection or reactivation. They often encode regulatory proteins that are critical for the 
control of downstream viral gene expression and/or modulation of the physiological 
state of the host cell to support viral replication. Research on the transcriptional 
regulation of viral IE genes will help to reveal the key events of early viral infection, 
providing potential targets for future anti-virus drug design. 
So far, 21 WSSV IE genes have already been identified. However, the 
transcriptional regulation of WSSV IE genes remains largely unknown. In this study, 
the 5’ flanking regions of 18 WSSV IE genes were cloned and eight functional 
promoter regions were identified. The TIS sequences of WSSV IE genes with 
functional promoters were determined by 5’ RACE. WSSV IE gene promoters 
normally contained a TATA box approximately 30 bp upstream of the transcriptional 
initiation site. The initiation sites of wsv051, wsv108 and wsv465 match the consensus 
motif (A/C/T)CA(G/T)T of arthropod transcriptional initiator elements. 
In order to identify key elements involved in transcriptional regulation, deletion 
mutants of the IE gene promoters, including P051, P056, P083, P108, P249, P403 and 
P465, were made. Deletion of their TATA boxes resulted in a complete loss of the 
promoter activity to a negative level. The requirement for a TATA box in 
transcriptional initiation suggests that the host RNA polymerase II participates in 
WSSV IE gene expression. Moreover, deletion of some fragments of the promoters 
other than the TATA box-containing regions also led to an obvious reduction in 
promoter activity. These promoter regions included P051 (-625 to -436), P056 (-419 
to -285), P083 (-475 to -384), P403 (-278 to -178) and P465 (-264 to -187). In the 
case of P249, deletions (-554/-331), (-330/-221) and (-220/-151) caused serial 
reductions in the EGFP intensity from 100% to 83, 63 and 28 %, respectively. The 
cyclic AMP response element (CRE; TGACGTCA) was frequently found within the 
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P465 reduced their activity significantly, suggesting that these elements have a role in 
WSSV IE gene transcription.  
Our findings provide a more global view of WSSV IE gene promoters and will 
facilitate the in-depth investigation of viral gene transcriptional regulation. 
 

















对虾白斑综合症病毒（White spot syndrome virus，WSSV）是养殖虾产业暴
发性流行病的最主要病原体之一，初次爆发于上世纪九十年代，此后给全球对
虾养殖业带来巨大的经济损失[1,2]。WSSV 传染能力强、致死率较高、宿主范
围较广，其基因组是双链环状 DNA，大小约 300k。大约十年前，3 株 WSSV
分离株（中国大陆株、台湾株、泰国株）的全基因组序列都已经分别完成测定[3-5]。





1.1.1 WSSV 的发现 
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椭圆，大小约 380～250 nm×75～100 nm，直径约 90～100 nm，一端略平带轻微
凹陷，一端略细，略细端有一细长鞭毛状结构，大小约 40 nm×50 nm，无包涵
体。病毒粒子的最外层是由 2 层单位膜组成的囊膜，厚度在 6～7nm 左右，两膜
之间有较为宽阔的间隙。紧接膜向内是核衣壳，核衣壳一端钝圆，另一端为平头，
大小约为 380～330 nm×80～60 nm；为 15 条螺旋排列的亚单位形成的圆柱体，
螺旋与衣壳长轴垂直，螺距 30 nm，核衣壳螺旋由籽粒构成，每个籽粒单位由 2
个边缘颗粒和 1 个中间颗粒组成，直径约为 8 nm，籽粒排列周期为 14 nm。WSSV
的核酸存在于核衣壳中，病毒粒子主要存在于对虾的细胞核中。 






日本对虾（P. japonics）、印度虾（P. indicus）、熊虾（P. semisulcatus）、墨吉对虾




































力，研究者曾在培养基中添加各种生长因子[19]，并用癌基因，SV40 大 T 抗原，
转化原代细胞[20]。尽管如此，目前对虾细胞培养仍停留于原代培养水平。原代
对虾细胞已被初步应用于病毒感染实验,以及病毒形态发生、基因功能等研究中。
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螯虾造血干细胞，并发现 endogenous cytokine-like factor 和 astakine 能够促进细
胞的分化和生长。此后该研究组成员证明了 WSSV 能够感染体外培养的原代螯
虾造血细胞，并在其中进行复制[24]，并发展了用组蛋白 H2A 进行外源 DNA 转
染的方法[25]。除了造血组织外，由于螯虾血细胞获得更为方便，因此其原代细
胞也被用于 WSSV 感染实验中[26]。虽然 WSSV 能够感染上述原代细胞，在其中
进行基因组的复制，但是对于病毒能否在复制后释放有活力的子代病毒并完成整
个生活周期还缺乏直接证据。对病毒在上述体外系统中增殖过程的深入了解以及
对该体外系统的进一步优化，是将其应用在 WSSV 相关研究所必需的。 
1.1.5 WSSV 的生活周期 
目前对 WSSV 的生活周期的认识还不完善，已有的认识主要集中在新病毒
颗粒生成的部分。WSSV 的复制和组装是在宿主细胞核进行的，活体感染实验表






包裹到膜结构中，这时在病毒来源的基质和边聚的染色质之间出现了 Crowdry A 
氏包涵体。细胞核膨大，变圆。 
（3）病毒核衣壳逐渐由一端到另一端生成，同时囊膜逐步包裹核衣壳。此
时细胞内的 Crowdry A 氏包涵体变小，边聚染色质消失，核膜破裂，细胞器出
现异常。 
（4）病毒核衣壳完成组装，随后核衣壳被囊膜完全包裹。 
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WSSV 基因组是双链环状 DNA，目前 3 株 WSSV 分离株的全基因组序列已
经测定。（1）中国大陆株(WSSV-CN, Accession No. AF332093) [3]：病毒分离自中
国大陆的日本对虾(Penaeus japonicus)，其基因组大小为 305107 bp，约有 3%是
由 9 个同源重复区(homologous region, hr)组成，其它 97%是特异的。基因组中 G 
+ C 含量占 41%。基因组包含有有潜在的 531 个开放阅读框（ORF），其中 181
个 ORF 可能是编码有功能蛋白的，基因平均长度为 1.7 kb。在这 181 个 ORF 中，
通过 cDNA 文库鉴定和筛选，有 36 个 ORFs 被证实具有编码功能蛋白的能力，
另外有 52 个 ORFs 通过 RT-PCR 的方法被确认具有转录功能。此外，在 181 个
ORF 中，80%下游含有潜在的多聚腺苷酸位点(AATAAA)，其中 18 个 ORF 与其
他病毒或生物或特定功能域的已知蛋白具有 40%-68%的同源性，30 个 ORF 的预





克氏螯虾(Procambarus clarkia)作宿主感染增殖 WSSV 用于测序，序列全长
292967 bp，基因组中 G+C 含量 41.1%。分析选出 184 个 ORFs，占全基因组的
92%。这 184 个 ORF 编码的氨基酸大小为 51-6077Aa，只有 6%与数据库里的蛋
白有同源性，主要是一些涉及核酸代谢、DNA 修复、蛋白修饰的酶类。在 184
个 ORFs 中，72%有真核生物翻译起始的 Kozak 结构，46%的启动子有 TATA 框。
9 个同源重复区散布于整个基因组，每个同源区域由多个 250 核苷酸重复单位串
联组成。（3）台湾株(WSSV-TW, Accession No. AF440570) [5]：病毒分离自台湾的
斑节对虾(Penaeus monodon)，序列全长 307287 bp，是 3 株 WSSV 分离株中最大
的。其中 G+C 含量 41%。 
基因组序列分析[27]显示3株WSSV分离株的核苷酸序列有99.32%的同源性，
但也存在 5 处主要的基因变异。（1）对比台湾株基因组，泰国株、中国株在同一
位置分别缺失了约 13 kb 和 1 kb。（2）在泰国株基因组位置 22961-23619nt 存在
一个约 750 bp 的基因突变区。（3）在泰国株基因组位置 254028-254029nt，台湾
株插入了一个 1337 bp 的片断。这个片断包含一个转座酶（Transposase）基因序
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里有 4 个的重复单位的数量不一样。在 hr1 和 hr2 中，泰国株多 1 个重复单位；
在 hr3 中，泰国株多 2 个重复单位；在 hr9 中，中国株多 1 个重复单位。（5）非
编码区的单核苷酸突变（删除或者插入）的频率约是编码区的 10 倍；单核苷酸
多态性(Single nucleotide polymorphisms，SNPs)也显示同样的趋势，非编码区约
是编码区的 1.5 倍。 
虽然该病毒与昆虫杆状病毒在形态上很相似，但它的基因组序列和预测的蛋
白质序列与已知的昆虫杆状病毒几乎没有同源性。生物信息学分析[3,4] WSSV 所






1.1.7 WSSV 蛋白的功能研究 









最主要的囊膜蛋白包括 VP28 和 VP19。 
VP28 是 WSSV 含量最丰富囊膜蛋白，它在 N-末端和 C-末端都具有穿膜结
构[31]，Western 分析表明 VP28 具有磷酸化形式[32]，此外该蛋白还具有许多潜在
N-或 O-糖基化位点[4]。为了研究该蛋白在病毒感染中的作用，研究人员应用该
蛋白的多克隆抗体进行了病毒的中和实验，结果表明 VP28 的抗体可以中和
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